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 1 
緒	 論  
 
	 抗 腫 瘍 免 疫 に お い て 、 Natura l  Ki l le r (NK) 細 胞 は 末 梢 血 単 核 球 細 胞
(PBMC)に含まれる細胞の一つであり、自然免疫系において外来抗原およ
び腫瘍細胞の排除に重要な役割を担っている [26]。NK 細胞において、自
身の細胞表面に発現している NK 活性化受容体と標的細胞上のリガンド
分子が相互作用を示すことで細胞傷害性シグナルが伝達される。そして、
標的細胞に対して Perfor in  や Granzyme B などの細胞傷害性顆粒を放出
することで標的細胞の殺傷に至る [14 ,  34]。主な NK 活性化受容体として
NKG2D, NKp46,  NKp44 そして NKp30 が知られている。人ではこれら分子
の機能解析が広く行われているが [65]、犬においては NK 活性化受容体を
始め、NK 細胞に関連する多くの分子の同定が進められていない。したが
って、犬末梢血中において NK 細胞の存在は示唆されてはいるものの [43 ,  
47 ,  63 ,  90]、その表現型、循環血中に占める割合、そして機能性など明ら
かにされていないことが多い。	  
	 小動物の飼育環境の向上および獣医療の発展に伴い、小動物の寿命が
年々延長している。しかしその一方で、動物においても人間と同様に加
齢関連性疾患の症例の増加しており、日本国内において、７歳齢以上の
犬における死亡原因疾患として循環器系疾患に並び腫瘍性疾患が高い割
合を示している (アニコム損保調べ )。そのため、腫瘍性疾患は小動物医療
においても重要な加齢関連性疾患として位置付けられ、それが占める割
合はこれからも増加の一途を辿るものと思われる。人医療において担癌
患者が高齢に多い原因の一つとして、加齢に伴う抗腫瘍免疫の変化が関
与していることが指摘されている [15]。しかし、犬においては PBMC の
細胞傷害性を含め抗腫瘍免疫の加齢性変化に関してはいまだ十分に理解
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されていない。したがって、本研究では犬 PBMC の細胞傷害性に関して
高齢犬と若齢犬で比較検討を行い、加齢性変化の有無を検討した (第 1 章 )。 
	 化学療法剤による抗腫瘍治療において、多剤併用プロトコールによる
マルチモーダルなアプローチが試みられている。その腫瘍退縮効果に関
しては一定の効果が得られてはいるものの、副作用の面から正常細胞へ
の影響も少なくないと思われる。特に、抗腫瘍免疫に関わる細胞の機能
が抗腫瘍薬の投与によって抑制される可能性が考えられる。プレドニゾ
ロンは免疫抑制剤としてだけでなく抗腫瘍治療においても汎用され、多
剤併用プロトコールにも取り入れられている [112]。しかし、医学領域に
おいてグルココルチコイド投与による NK 細胞の細胞傷害性抑制作用が
報告されている [30]。その一方で、抗腫瘍薬容量のプレドニゾロン投与が
実際に犬 PBMC の細胞傷害性に与える影響についてはいまだ明らかにさ
れていないため、第２章ではこのことに関して検討を行った。  
	 近年、小動物医療において免疫療法が第４の抗腫瘍療法として着目さ
れており、その一つである活性化リンパ球療法が多くの動物病院で実施
されている [59]。活性化リンパ球療法は、患者から採取された PBMC を
種々の免疫賦活剤を用いて活性化・増幅培養した後に、患者へ養子移入
するというプロセスにより行われるため、低侵襲性かつ副作用が少ない
ことが利点として挙げられる [59]。しかしながら、活性化リンパ球療法を
含む免疫細胞療法が実際に担癌動物に与える治療効果に関しては、従来
の抗腫瘍治療に比較すると報告は少ない [46 ,  59]。また、担癌状態におい
て、腫瘍を取り巻く微小環境が抗腫瘍免疫を抑制するとされる。骨髄由
来免疫抑制性細胞や制御性 T 細胞などの誘導、樹状細胞の機能抑制およ
び免疫抑制性サイトカインの分泌亢進などが原因となって、抗原特異的
CD4 +および CD8 +T 細胞だけでなく NK 細胞の機能も抑制されることが示
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されている [112]。そのため、免疫細胞療法単独では、養子移入された免
疫細胞が固形癌などの腫瘍部位に到達する前にその活性が不活化される
恐れがある。したがって、担癌動物体内に養子移入された免疫細胞の機
能が維持、発揮されるためには他剤併用による補助療法が必要である。  
	 モノクローナル抗体医薬が腫瘍性疾患に対する新たな免疫療法として
検討されている。モノクローナル抗体医薬は標的細胞上の特異抗原に対
する分子標的薬として作用し、異常な細胞増殖シグナリングの抑制、原
因となる抗原の発現抑制およびアポトーシスの誘導をもたらす [28 ,  98]。
さらに、モノクローナル抗体医薬は Fc 受容体を介した抗体依存性細胞傷
害性を誘導することで、免疫細胞の細胞傷害性を賦活化することが報告
されている [17 ,  25]。しかしながら、獣医学領域においてモノクローナル
抗体による抗腫瘍作用は報告されてはいるが [93 ,  112]、犬 PBMC に対す
る抗体依存性細胞傷害性の誘導性に関してはいまだ検討がなされていな
い。  
	 また、獣医学領域では現時点では一般的ではないが、エピジェネティ
ック薬による抗腫瘍作用に期待が集まっている。ヒストン脱アセチル化
酵素阻害剤はその一つであり、腫瘍細胞における異常なヒストン脱アセ
チル化酵素活性を阻害することにより腫瘍増殖抑制効果をもたらすとさ
れ [49 ,  50]、犬腫瘍細胞株に対する増殖抑制効果も報告されている [24 ,  55 ,  
105]。さらに、医学領域において、ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤が
腫瘍細胞に対する NK 細胞の細胞傷害性を増強させることが明らかとな
っている [5 ,  66 ,  67 ,  89]。しかしながら、犬においてヒストン脱アセチル
化酵素阻害剤が同様な細胞傷害性増強作用を誘導するかは明らかにされ
ていない。  
	 モノクローナル抗体医薬またはヒストン脱アセチル化酵素阻害剤は、
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それ自体が腫瘍細胞の増殖抑制をもたらすだけでなく、細胞傷害性を有
する免疫細胞の機能を賦活化させる可能性がある。そのため、これら薬
剤が小動物の抗腫瘍治療における新たな治療戦略の一つになるだけでな
く、活性化リンパ球療法など免疫細胞療法の補助手段としてマルチモー
ダルなアプローチを提供することが期待される。よって、本研究では、
モノクローナル抗体医薬 (第３章 )およびヒストン脱アセチル化酵素阻害
剤 (第 4 章 )を用いた基礎的検討を行い、これら薬剤が犬における免疫細胞
療法の補助手段として有用であるかを検証した。   
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第１章	 加齢による PBMC の細胞傷害性の変化  
 
序  論  
 
	 医学領域と同様に小動物医療においても、腫瘍性疾患に罹患する年齢
が高齢に比較的多い。 65 歳以上の人の発癌リスクは 65 歳未満の人の 10
倍にも増加することが報告されている [15]。加齢に伴う発癌リスク増加の
原因には様々な議論がなされており、免疫監視能の減少や、汚染、喫煙、
化学物質、紫外線などの発癌物質に暴露する機会の増加などが影響して
いるものと考えられている [15]。  
	 加齢に伴う生体の変化、特に免疫系の変化は「免疫老化」と呼ばれ、
人では感染症、悪性腫瘍、自己免疫性疾患の罹患に関わるものとして考
えられている。獲得免疫系における変化として、胸腺の退縮およびメモ
リー T 細胞の蓄積による T 細胞の TCR レパートリーの減少や、抗体産生
性 B 細胞の減少に伴う免疫グロブリンの多様性および親和性の減少が報
告されている [7 ,  44]。また、獲得免疫系だけでなく自然免疫系も免疫老
化の影響を受けるとされる。自然免疫系を代表する NK 細胞における免
疫老化は、機能の弱体化というよりむしろ、循環血中におけるサブセッ
トの再構成による機能性の維持に働くとされる [4 ,  18 ,  45]。  
	 担癌動物に高齢が多い原因として、抗腫瘍免疫系、特に腫瘍細胞殺傷
に関わる NK 細胞などの機能が加齢によって影響を受けている可能性が
考えられる。しかしながら、犬において、 PBMC の細胞傷害性における
加齢性変化はいまだ検討が十分にされていない [41 ,  101]。また、細胞傷
害性の発動に重要とされる分子の PBMC における発現と加齢の関連性に
ついても不明である。したがって、これを明らかにするため、本検討で
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は高齢犬と若齢犬それぞれの PBMC のもつ細胞傷害性に焦点を当て比較
検討を行い、この機能に与える加齢の影響を評価した。   
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材料と方法  
 
1 .  供試動物  
	 17 頭の臨床学的に健常なビーグル犬を供試動物として用いた。これら
ビーグル犬（体重 10-13kg）を年齢別に成犬（ 1-4 歳齢； 2.1±1.0 歳齢、オ
ス４頭、メス６頭）と高齢犬（ 9-13 歳齢； 12.0±1.4 歳齢、オス 3 頭、メ
ス 4 頭）の２種類のグループに大別した。本検討に使用された全ての犬
は、生後から実験に供するまで性腺摘出などの外科手術を受けておらず、
また実験に供する３ヶ月以内においていかなる薬剤の投与を受けていな
い。  
 
2 .  PBMC の採取  
	 ビーグル犬から全血を採取し速やかにヘパリン化処理を行った。そし
て、血液を等量の PBS と混合した後、リンパ球分離液  (SEPALATE-L:  武
藤化学、東京 )を用いた比重遠心分離法により PBMC を分離した。その後
PBMC を 10%FBS、 100 U/m l ペニシリンおよび 100µg/m l ストレプトマイ
シン  (GIBCO, NY,  USA)を含む ALyS505S (細胞科学研究所、仙台 )を用い
て 37°C、 5%CO 2 条件下にて２時間培養した。その後、浮遊細胞のみを回
収しエフェクター細胞として用いた。  
 
3 .  リンパ球サブセットの解析  
	 上記２ .の方法で得た PBMC に対してモノクローナル抗体またはアイソ
タイプコントロール抗体を 4°C、 30 分間反応させた。本検討で用いた一
次抗体は以下の通りであり、全て AbD Sero tec より購入した［ ant i -canine  
CD3 (CA17.2A12) ,  an t i -canine  CD21 (CA2.1D6)］。その後、 FITC 標識二次
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抗 体 を 同 様 に 反 応 さ せ た 。 染 色 さ れ た 細 胞 の デ ー タ 収 集 は Cytomics  
FC500 (Beckman Coul te r )を用いて行い、解析は Flowjo  (TREE STAR)によ
り行った。  
 
4 .  細胞傷害性の測定  
	 エフェクター細胞による細胞傷害性はローズベンガル色素取り込み法
により測定した [40]。標的細胞として CTAC (ECACC, Sal isbury ,  UK)を使
用した。CTAC は 10%FBS、100U/m l ペニシリンおよび 100µg/m l ストレプ
トマイシンを含む RPMI1640 (GIBCO, NY,  USA)を用いて継代を維持した。
エフェクター細胞と CTAC は、 96 穴平底培養プレートを用いて 50、 25、
12.5、6.25 の細胞数比 (Effec tor /Target :  E /T)にて 14 時間混合培養した。実
験は t r ip l ica te にて行い、エフェクター細胞を含まない培地のみを添加し
たウェルを contro l とした。その後、各ウェルを PBS にて３回洗浄した後、
0.25%ローズベンガル  (和光 ) -PBS を用いてウェル内に残存した CTAC を
室温にて３分間染色した。そして、 PBS にてウェルを５回洗浄後、 50%
エタノール -PBS を用いて CTAC 中のローズベンガルを溶出させ、マイク
ロプレートリーダーを用いて波長 570nm における吸光度 (OD)を測定した。
得られた吸光度から、以下の式を用いて細胞傷害性 (％ )を算出した。  
	 細胞傷害性 (%)  =  100 ×  [100  –  exper iment  OD/contro l  OD] 
exper iment :  エフェクター細胞と CTAC の混合培養  
contro l  :  CTAC の単独培養  
 
5 .  NK 関連分子の mRNA 発現量の検出  
	 PBMC からの全 RNA 抽出には TRIzol ®  Reagent  ( Invi t rogen,  CA,  USA)を
使用し、cDNA の合成は SuperScr ip t  I I  ( Invi t rogen ,  CA,  USA)を用いて 42°C、
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50 分間の反応条件にて行った。その後、リアルタイム PCR により、PBMC
における NK 関連分子の mRNA 発現量を測定した。本検討では、内部標
準 遺 伝 子 と し て β -ア ク チ ン を 適 用 し た 。 PCR は POWER SYBR Green  
Master  Mix  (Appl ied  Biosys tems)を用いて行った。使用したプライマーは
表 1 に示した。遺伝子増幅には StepOne T M  Real  T ime Sys tems (Appl ied  
Biosys tems)を使用し、反応条件として 95°C 3 分間の後、 95°C 15 秒間、
60°C 30 秒間、72°C 15 秒間を 40 サイクル繰り返すことにより目的遺伝子
を増幅させた。その後、各目的遺伝子の増幅曲線から決定された Ct 値お
よび以下の式を用いて、 NK 関連分子の mRNA 発現量を β -アクチンの発
現量に対する相対値として算出した。  
	 	   相対値＝  2 − (目 的 遺 伝 子 の C t 値 − β ア ク チ ン の C t 値 )  
 
6 .  統計学的解析  
	 若齢犬群と高齢犬群の間におけるリンパ球サブセットの割合、細胞傷
害性および NK 関連分子の発現量の差は Mann-Whitney の U 検定により有
意性を検出し、危険率  (p  <0 .05)を示した場合に統計学的に有意差ありと
判定した。   
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結  果  
 
1 .  細胞傷害性  
	 若齢犬群と高齢犬群それぞれの PBMC が CTAC に対して示した細胞傷
害性は、いずれの E/T においても有意差は認められず  (図 1)、雌雄別に
比較した場合においても同様に差は認められなかった  (データは示さず )。 
 
2 .  リンパ球サブセット  
	 若齢犬群および高齢犬群それぞれの PBMC 中のリンパ球分画における
各リンパ球サブセット (CD3 +,  CD21 +,  CD3 -CD21 -)の割合を比較したとこ
ろ、いずれのサブセットにおいても両群の間で有意な差は認められなか
った (p  >0 .05)。また、雌雄別に比較した場合、オスにおける CD21 +リン
パ球の割合に関して高齢における有意な低値が見られたが (p=0.036)、そ
の他の項目に関しては有意な差は見られなかった (図 2)。  
 
3 .  NK 関連分子の mRNA 発現量  
	 PBMC における NK 関連分子の mRNA 発現量に関して、そのほとんど
において高齢犬群の方が若齢犬群より高値を示す傾向にあった。特に、
NKG2D(p=0.02) ,  NKp44(p=0.019)および NKp30(p=0.004)にて有意性が認
められたが、NKp46(p=0.415) ,  Perfor in(p=0.085) ,  Granzyme B(p=0.526)にお
いては認められなかった (図 3)。一方で、雌雄別の発現量の差を調べたと
ころ、高齢メスにおける NKp30 mRNA 発現量が若齢メスに比較し有意な
高値が示したが (p=0.019)、その他の分子の mRNA 発現量に関しては有意
な差は認められなかった (データは示さず )。   
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考  察  
 
	 本検討では、抗腫瘍免疫能の一つである PBMC の細胞傷害性が加齢に
より影響を受けるかを評価するために、高齢 (9-12 歳齢 )および若齢 (1-4
歳齢 )それぞれのビーグル犬の PBMC を用いて比較検討した。その結果、
両年齢群において PBMC の細胞傷害性に有意な差異は認められなかった。
これはラブラドール・レトリバーやジャーマン・シェパードにおける報
告と同様であった [41 ,  101]。また、人においても加齢によらない細胞傷
害性の維持性が報告されており、 100 歳に近い健康な高齢者においても、
PBMC の細胞傷害性は良く維持されていることが報告されている [13 ,  60 ,  
62 ,  87]。  
	 加齢によらない PBMC の細胞傷害性の維持性と、細胞傷害性細胞が
PBMC 中に占める割合との関連性を評価するため、エフェクター細胞と
して使用された PBMC のリンパ球分画における非 T 非 B 細胞、つまり
CD3 −CD21 −細胞を NK 細胞様細胞と仮定し、高齢犬および若齢犬それぞ
れ PBMC における割合を比較した。その結果、両年齢群では有意な差異
は認められなかった。人において NK 細胞がリンパ球分画に占める割合
は 5-20％とされ [26]、本検討で認められた高齢および若齢犬それぞれの
CD3 −CD21 −細胞が PBMC 中に占める割合に関しても同様な値が示された。
したがって、本検討で認められた PBMC における CD3 −CD21 −細胞は NK
細胞に近い細胞集団を反映しているものと考えられる。そして、両年齢
群の PBMC 中に占める CD3 −CD21 −細胞の割合が加齢によらず維持されて
いたために、それぞれの PBMC の細胞傷害性も同等なレベルが示された
ものと推察される。  
	 PBMC の細胞傷害性は、 NKG2D, NCRs (NKp46,  NKp44,  NKp30)に代表
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される NK 関連分子の機能が関与している [14 ,  34 ,  65]。人におけるこれら
分子の発現に関して、 NKG2D そして NKp44 の発現量は加齢によらず維
持される一方で、NKp46 および NKp30 においては高齢者の方が成人に比
較して発現量が減少することが報告されている [4 ,  60]。これまで、犬に
おける NK 関連分子の発現に対する加齢性影響については不明であった。
そのため本検討ではさらに、 PBMC における NK 関連分子の mRNA 発現
量を高齢犬および若齢犬で比較した。その結果、本検討で得られた結果
は、上述した人の NK 関連分子の発現における加齢性変化 [4 ,  60]とは一致
性を示すものではなく、ほとんどの分子において高齢犬の方が高値を示
す傾向にあった。人の場合と異なり、現時点では犬の NK 関連分子の発
現量をタンパク質レベルにて検出することはできないため、本検討で認
められた mRNA レベルの発現がタンパク質レベルの発現を反映している
かを明らかにすることは困難である。しかし、両年齢群の PBMC がもつ
細胞傷害性のレベルが同等であったとことを考慮すると、タンパク質レ
ベルにおける発現量に関しても両年齢群間で同等である可能性が考えら
れる。  
	  また、性別による PBMC の細胞傷害性の違いを検討した報告も見られ
る。医学領域では、細胞傷害性に関して年齢差や性差がないことが報告
されている一方で [72 ,  99]、オスのもつ細胞傷害性がメスより高値を示す
ことも報告されている [35 ,  51 ,  77 ,  79]。また、経年的にラブラドール・レ
トリバーの PBMC の細胞傷害性を調べた検討においても、オスの方が高
い細胞傷害性を示す傾向にあることを報告している [41]。これにはエスト
ロゲンおよびプロゲステロンなどの性ホルモンの関与が考えられ、これ
らホルモンが PBMC の細胞傷害性を含む様々な免疫細胞の機能を抑制す
ることが示唆されている [29 ,  100]。しかしながら、本検討に使用された
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高齢犬および若齢犬はいずれも性腺摘出などの外科手術は受けていなか
ったにもかかわらず、オスとメスそれぞれ高齢および若齢の間で PBMC
の細胞傷害性に差は認めることはできなかった。したがって、ラブラド
ール・レトリバーと異なり、ビーグル犬における PBMC の細胞傷害性に
関しては性ホルモンの影響は受けにくい可能性が考えられる。  
	 本検討では、高齢動物における腫瘍性疾患罹患率の増加が加齢による
PBMC の機能弱体化に起因していると仮定したが、本検討の結果から加
齢自体は PBMC の細胞傷害性を抑制する因子とは考えにくく、腫瘍性疾
患の罹患率に対する直接的影響は少ないと考えられる。しかしながら、
担癌患者の PBMC が示す細胞傷害性は健康個体に比較すると低い値が示
されているだけでなく、その低値と腫瘍の再発性が関連していることも
報告されている [15]。獣医学領域においても、担癌犬における PBMC の
細胞傷害性について検討されているが、転移性病変を持つ個体を除き、
健康犬とは有意な差はないと報告している [37 ,  38]。この報告では年齢別
または腫瘍のグレード別による細胞傷害性の違いは述べられていないが、
担癌犬の PBMC がもつ細胞傷害性も腫瘍のステージが進むにつれて減弱
する可能性が考えられる。したがって、担癌患者に見られる PBMC の細
胞傷害性の減少は、加齢というよりむしろ担癌状態という特殊な状況に
よって後天的に誘発されるものと思われる。  
	 以上から本検討の結果より、犬における PBMC の細胞傷害性は加齢に
かかわらず維持されることが示された。しかし、 NK 関連分子の mRNA
発現に関して高齢および若齢犬間で差が認められたため、今後この点を
検証するためにはまず、これら分子の同定および機能解析を可能にする
ことが求められる。   
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小  括  
 
	 本章では、 PBMC の細胞傷害性における加齢性変化を評価するため、
健康な 9-12 歳齢  (高齢犬群 )および 1-4 歳齢 (若齢犬群 )のそれぞれのビー
グル犬から PBMC を採取し測定に供した。その結果、 PBMC の細胞傷害
性および PBMC 中リンパ球分画に占める非 T 非 B(CD3 −CD21 − )細胞の割合
は、両年齢群で有意な差異は認められなかった。また、細胞傷害性の発
動に重要である NK 関連分子 (NKG2D, NKp46,  NKp44,  NKp30,  Perfor in ,  
Granzyme B)の PBMC における mRNA 発現量を両年齢群の間で比較した
ところ、全ての分子において高齢犬群の方が高い発現量を示す傾向にあ
り、特に NKG2D,  NKp44 そして NKp30 に関しては有意性が認められた。 
	 以上のことから、高齢犬と若齢犬それぞれの PBMC における NK 関連
分子の mRNA 発現量に差は認められたが、 PBMC の細胞傷害性は加齢に
よらず維持されることが明らかとなった。   
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第 2 章  プレドニゾロンによる PBMC の細胞傷害性の変化  
 
序  論  
 
	 グルココルチコイドは抗原提示、サイトカイン産生に関わる様々なス
テージの制御を介した免疫抑制により抗炎症作用をもたらす [6 ,  10 ,  11]。
その抑制作用は NK 細胞の細胞傷害性にも波及し、その分子学的機構と
して Extrace l lu lar  S ignal -Regula ted  Kinase(ERK) 1 /2 のチロシンリン酸化の
抑制が関与していることが報告されている [19]。  
	 グルココルチコイドは炎症性疾患、自己免疫性疾患など多くの疾患に
対する免疫抑制剤として使用される。また、グルココルチコイドの一つ
であるプレドニゾロンは免疫抑制剤としてだけでなく、抗腫瘍薬として
も汎用性の高い薬剤であり、多剤併用プロトコールの初期段階にしばし
ば用いられる。その適応は幅広く、造血系腫瘍に限らず肥満細胞腫およ
び脳腫瘍に対する治療にも用いられる [112]。プレドニゾロンによる抗腫
瘍作用は、主にアポトーシス細胞死の誘導によるものと考えられている
が、その機序に関してはいまだ議論が続いている [112]。  
	 PBMC による細胞傷害性は腫瘍細胞排除において重要な役割を担うこ
とから、この機能が薬剤により受ける影響を理解することは重要である。
医学領域において、白血病または腎移植患者に対するグルココルチコイ
ド投与によって、患者の NK 細胞がもつ細胞傷害性が抑制されることが
報告されている [30 ,  109]。一方で、犬においては、Propofol による全身麻
酔が PBMC の細胞傷害性を抑制することが報告されているが [71]、プレ
ドニゾロンを始めとする抗腫瘍薬の投与が与える影響に関しては報告が
ない。しかし、上述したプレドニゾロンの免疫抑制作用の面から、制癌
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を目的にプレドニゾロンが投与されている動物においては PBMC の細胞
傷害性が抑制されている可能性が考えられる。よって、本検討ではこれ
を明らかにするために、第一にプレドニゾロンが PBMC の細胞傷害性に
与える影響を in  v i t ro レベルにて検証した。続いて in  v ivo における検討
として、抗腫瘍薬用量のプレドニゾロンを連日投与することによる PBMC
の細胞傷害性への影響を評価した。   
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材料と方法  
 
1 .  in  v i t ro における検討  
1 .1 .  供試動物  
	 供 試 動 物 と し て 臨 床 学 的 に 健 常 な ビ ー グ ル 犬 (n=6、 体 重 :11±1.1kg、
2.6±1.0 歳齢 )  を用いた。実験に使用する３ヶ月以内はいかなる薬剤の投
与も受けていない。  
 
1 .2 .  PBMC の採取および培養  
	 PBMC の採取は第１章材料と方法の第２項と同様に行った。そして、
浮遊細胞のみを回収し 500U/m l  IL-2、10%FBS、100 U/m l ペニシリンおよ
び 100µg/m l ストレプトマイシン  (GIBCO, NY,  USA)を含む ALyS505S (細
胞科学研究所、仙台 )を用いて 37°C、 5%CO 2 条件下にて２日間 PBMC を
活 性 化 培 養 し た 後 、 上 記 組 成 に 加 え 、 プ レ ド ニ ゾ ロ ン (Wako) を 終 濃
度 :1µg/m l で含む ALyS505S を用いて、さらに 2 日間培養し Pred-PBMC を
得た。また、ネガティブコントロールとして PBMC をプレドニゾロン無
添加条件下にて培養し Contro l -PBMC を得た。培養終了後、これらの細胞
はエフェクター細胞として使用した。  
 
1 .3 .  細胞傷害性の測定  
	 細胞傷害性の測定は、第１章材料と方法の第４項と同様にローズベン
ガル色素取り込み法により行った。測定には、上記 1.2 の方法で得たエ
フェクター細胞および CTAC を標的細胞として使用した。  
 
1 .4 .  NK 関連分子の mRNA 発現量の測定  
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 Pred-PBMC または Contro l -PBMC からの全 RNA 抽出、逆転写反応そし
てリアルタイム PCR は第１章材料と方法の第５項と同様に行った。リア
ルタイム PCR にて測定された遺伝子は第１章と同様であり、プライマー
は第１章の表１に示したものを使用した。  
 
1 .5 .  統計学的解析  
	 Pred-PBMC および Contro l -PBMC の間における細胞傷害性および NK 関
連分子の mRNA 発現量の差は Wilcoxon matched  pa i rs  tes t を用いて検出し
た。危険率（ p <0.05）をもって統計学的に有意差ありと判定した。  
 
 
2 .  in  v ivo における検討  
2 .1 .  供試動物  
	 供試動物として臨床学的に健常なビーグル犬  (n=9、体重 :10 .9±0.9kg、
2.5±1.5 歳齢 )  を用いた。実験に使用する３ヶ月以内はいかなる薬剤の投
与も受けていない。  
 
2 .2 .  薬剤の投与  
	 プレドニゾロン（プレドニン錠、塩野義、大阪）を１日１回、 2mg/kg
の薬用量で経口投与した。投与前を Week 0 とし、投与開始から２週間の
連日投与を行った (Week 0-2)。  
 
2 .3 .  PBMC の採取  
	 ビーグル犬からの PBMC の採取は第１章材料と方法の第２項と同様に
行い、プレドニゾロン投与前 (Week 0)および投与後 (Week 1 ,  2 ,  3 ,  4 ,  5 )に
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実施した。  
 
2 .4 .  細胞傷害性の測定  
	 PBMC の細胞傷害性は第１章材料と方法の第４項に従い、ローズベン
ガル色素取り込み法によって測定した。この検討では PBMC と CTAC の
混合培養を細胞数比 (E/T)： 25 にて 14 時間行った。  
 
2 .5 .  リンパ球サブセットの解析  
	 上記 2.3 .の方法によって得た細胞を用いて、第 1 章材料と方法の第 3
項と同様に、リンパ球サブセットの解析を行った。  
 
2 .6 .  NK 関連分子の mRNA 発現量の測定  
	 PBMC からの全 RNA 抽出、逆転写反応そしてリアルタイム PCR は第１
章材料と方法の第５項と同様に行った。リアルタイム PCR にて測定され
た遺伝子は第１章と同様であり、プライマーは第１章の表１に示したも
のを使用した。  
 
2 .7 .  統計学的解析  
	 PBMC における細胞傷害性および NK 関連分子の発現量に関して、Week 
0 の値に対して Week1-5 それぞれの値が示す差を、ANOVA による検定を
行った後、 Dunnet の方法による多重比較法を用いて検定した。そして、
危険率（ p <0.05）を示した場合に有意差ありと判定した。   
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結	 果  
 
1 .  in  v i t ro における検討  
	 IL-2 を用いて培養された PBMC の細胞傷害性について、Pred-PBMC が
示した細胞傷害性は Contro l -PBMC に比較し、いずれの E/T 比においても
有意な低値 (p  <0 .05)を示した (図 4)。また、 NK 関連分子 (NKG2D, NKp46,  
NKp44,  NKp30,  Perfor in ,  GranzymeB) の mRNA 発 現 量 に 関 し て
Contro l -PBMC に 対 す る Pred-PBMC の 差 を 評 価 し た と こ ろ 、 NKG2D, 
NKp46,そして NKp30 にて有意な低値が認められた (p  <0 .05)。 Perfor in お
よび Granzyme B mRNA 発現量に有意差は認めないものの、NKp44 mRNA
発現量に関しては Pred-PBMC における低値を示す傾向 (p=0.093)が認めら
れた (図 5)。  
 
2 .  in  v ivo における検討  
	 供試動物へのプレドニゾロン (2mg/kg)の経口投与を 2 週間連日して行
ったが、これによる臨床症状の発現 (多食、多飲多尿、体重増加、脱毛な
ど )は認められなかった。  
	 プレドニゾロン投与による PBMC の細胞傷害性への影響として、図 6
に示すような変動が認められた。投与後各週における PBMC の細胞傷害
性を投与前 (Week 0)  のものと比較したところ、Week 3 の値に関して有意
なものではないが低値を示す傾向 (p=0.078)が示された。  
	 エフェクター細胞として使用された PBMC(プレドニゾロン投与前、投
与後各週 )におけるリンパ球サブセット (CD3 +,  CD21 +,  CD3−CD21 − )の割合
の推移を調べたが、観察期間 (Week 0-5)においていずれのサブセットも有
意な変化は示さなかった (図 7)。  
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 同様に、PBMC における各 NK 関連分子 (NKG2D, NKp46,  NKP44,  NKp30,  
Perfor in ,  Granzyme B)の mRNA 発現量への影響を調べたところ、図 8 に示
す よ う な 値 の 変 動 が 認 め ら れ た 。 特 に NKp46,  NKp44,  NKp30 そ し て
Granzyme B に関しては Week 1 または Week 2 における mRNA 発現量が投
与前に比較し有意な低値が示された (p  <0 .05)。   
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考	 察  
	  
	 活性化された PBMC の細胞傷害性に対するプレドニゾロンの影響を検
証するため、 in  v i t ro において IL-2 を用いて活性化させた PBMC をプレ
ドニゾロン 1µg/m l 添加条件でさらに培養した。 IL-2 は NK 細胞の活性化
に働く重要なサイトカインとして知られており、活性化リンパ球療法に
おいても PBMC の機能賦活化に使用されている [46 ,  59]。結果として、
PBMC は IL-2 によって活性化されたにもかかわらず、プレドニゾロンに
よって細胞傷害性は有意に抑制された。人の NK 細胞に対してメチルプ
レドニゾロンもしくはプレドニゾロン添加培養を行うことによって、そ
の細胞傷害性が有意に減少することが報告されている [3 ,  58 ,  68 ,  73 ,  104 ,  
106 ,  108]。また、健康な成人に対するプレドニゾロン 0.8mg/kg の単回経
口投与により最高血中濃度が 0.6-0 .7µg/m l に達することが示されており
[102]、 プ レ ド ニ ゾ ロ ン 2mg/kg を 経 口 投 与 し た 場 合 で は 血 中 濃 度 が 約
1.5-1 .7µg/m l までに達することが予想される。したがって、 in  v i t ro また
は in  v ivo における反応性の差はあるかもしれないが、in  v i t ro の検討にて
示された結果は、プレドニゾロン 2mg/kg の経口投与によって in  v ivo レ
ベルにおいても PBMC の細胞傷害性が抑制されることを予想させるもの
であった。  
	 犬の抗腫瘍治療にプレドニゾロンが用いられる場合、 2-4mg/kg の薬用
量にて約２週間連日投与され、その後臨床的寛解に伴って投与量の漸減
が検討される [112]。しかしながら、このプレドニゾロン投与方法がもた
らす PBMC の細胞傷害性への影響に関してはこれまで不明であった。よ
って、本検討ではビーグル犬に対してプレドニゾロン 2mg/kg の連日経口
投与を 2 週間行い、PBMC の細胞傷害性への影響を検証した。その結果、
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プレドニゾロン投与により本検討に用いられた全ての犬において PBMC
の細胞傷害性は、投与前に比較し減少した。しかしながら、その変動は
個体ごとに一様ではなく、プレドニゾロン投与開始後から減少し始める
時期が Week 1 から Week 3 の間でばらつきが見られた。このため、細胞
傷害性の減少が有意なものとして検出できなかったものと思われる。以
上のことから、プレドニゾロンが本検討と同様なプロトコールにて投与
された場合、 in  v ivo レベルにて PBMC の細胞傷害性が抑制されることが
明らかとなった。  
	 プレドニゾロンの作用により、リンパ球が骨髄もしくはリンパ組織へ
再 分 布 す る こ と が 考 え ら れ て お り 、 健 康 な 犬 に 対 し て プ レ ド ニ ゾ ロ ン
2mg/kg を 14 日間連日投与することによって循環血中のリンパ球の絶対
数が減少することが報告されている [83]。したがって、プレドニゾロン投
与後に生じた PBMC の細胞傷害性の減少は、エフェクター細胞として用
いた PBMC における NK 細胞の割合減少に起因していることが予想され
た。よって、第１章と同様に PBMC 中のリンパ球分画における CD3 −CD21 −
細胞を NK 細胞様細胞と仮定し、観察期間におけるその割合の変化を検
証した。その結果、 PBMC 中に占める CD3 −CD21 −細胞の割合がプレドニ
ゾロン投与によって変化することはなく、 T および B リンパ球の割合に
おいても同様であった。したがって、本検討にてプレドニゾロン投与後
に認められた PBMC の細胞傷害性減少は、 PBMC 中の NK 細胞様細胞の
割合の変化ではなく、NK 細胞様細胞における分子学的変化に起因してい
ることが疑われた。  
	 PBMC の細胞傷害性の発動において、NK 細胞における NK 関連分子の
機能が関与している [65]。グルココルチコイドは NK 関連分子の発現量に
影響をもたらし、特に、 in  v i t ro においてメチルプレドニゾロンが NK 細
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胞における NKp30 および NKp44 発現を顕著に減少させることが報告され
ている [109]。したがって、本検討で認められたプレドニゾロン投与によ
る PBMC の細胞傷害性減少は、NK 関連分子の発現抑制に起因しているこ
とが予想された。よって、 in  v i t ro における検討にてプレドニゾロン添加
培養された PBMC における NK 関連分子の mRNA 発現量を測定したとこ
ろ、これら分子の mRNA 発現量が減少することが認められた。さらに、
in  v ivo における検討として、プレドニゾロン投与前および投与期間中に
おける NK 関連分子の発現量を比較したところ、投与期間中に減少する
ことが認められた。また、プレドニゾロン投与により認められた NK 関
連分子の発現量の動態と、 PBMC の細胞傷害性の動態には類似性が見ら
れた。これらの結果から、プレドニゾロンは犬においても NK 関連分子
の発現抑制をもたらすことで PBMC の細胞傷害性を抑制することが推察
された。  
	 健康な犬を用いた本検討では、プレドニゾロン投与によって減少した
PBMC の細胞傷害性および NK 関連分子の発現量は、投与中止後、比較的
短期間で回復した。しかし人において、メチルプレドニゾロン投与を受
けている白血病患者の NK 細胞がもつ細胞傷害性は、健康個体に比較し、
低い細胞傷害性だけでなく、活性化培養に対する反応性も低いことが示
されている [109]。また、種々の担癌患者における PBMC の細胞傷害性も
健康個体に比較し抑制されていることも報告されている [15]。そのため、
担癌状態がもたらす免疫抑制作用に加え、プレドニゾロン投与によって、
担癌犬体内では PBMC が腫瘍細胞に対する細胞傷害性を維持することが
困難になることが危惧される。よって、今後このことを明らかにするた
め に 、 プ レ ド ニ ゾ ロ ン 投 与 を 受 け て い る 担 癌 動 物 を 用 い て 、 そ れ ら の
PBMC の細胞傷害性に関してデータを集積することが必要である。  
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 以上のことから本検討では、プレドニゾロンが犬の PBMC がもつ細胞
傷害性を抑制し、それが NK 関連分子の発現抑制の機序を介したもので
ある可能性を示した。   
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小	 括  
 
	 本章では、 PBMC の細胞傷害性に与えるプレドニゾロンの影響を評価
するため、第一に in  v i t ro における検討として、犬の PBMC に対するプレ
ドニゾロン添加培養を行ったところ、 PBMC の細胞傷害性の抑制および
NK 関連分子の mRNA 発現量の減少が認められた。続いて、 in  v ivo にお
ける検討として、ビーグル犬にプレドニゾロンを２週間連日投与 (2mg/kg)
し、 1 週間ごとに PBMC の細胞傷害性を測定した。その結果、プレドニ
ゾロン投与期間中における PBMC の細胞傷害性は投与前に比較して低値
を示す傾向が認められた。しかし、PBMC における非 T 非 B(CD3 −CD21 − )
細胞の割合に関しては観察期間を通して変化は認められなかった。また、
プレドニゾロン投与期間中の PBMC における NK 関連分子の mRNA 発現
量が投与前に比較し顕著に減少することが認められた。しかし、減少し
た PBMC の細胞傷害性および NK 関連分子の mRNA 発現量は、プレドニ
ゾロン投与終了に伴い回復する傾向にあった。  
	 以上のことから、健常な犬においてプレドニゾロン 2mg/kg が投与され
ることで、 PBMC のもつ細胞傷害性が抑制されることが示され、それが
PBMC における NK 関連分子の発現抑制を介するものと考えられた。   
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第 3 章  トラスツズマブによる PBMC の細胞傷害性の変化  
 
序	 論  
 
	 犬の乳腺腫瘍は獣医学領域における最も多い腫瘍性疾患の一つであり
[53]、外科的切除が主な治療法であるが、転移性病変の形成により放射線
療法および化学療法が必要となる場合も少なくない。  
	 HER2(Human Epidermal  Growth  Factor  Receptor  2)は、分子量 185-kD の
膜貫通糖タンパク質であり、異常な細胞増殖に関わるチロシンキナーゼ
活性を有する  [95 ,  96]。人医療において、乳癌患者の約 30%において HER2
遺伝子の異常増幅および HER2 過剰発現が認められている [86 ,  114]。また、
HER2 の過剰発現が腫瘍の転移性病変の形成、薬剤に対する抵抗性の獲得
など臨床病理学的に悪性な挙動との関連性が示されていることから、乳
癌における予後予測因子として重要な役割を担っている [86 ,  114]。一方、
犬乳腺腫瘍においても HER2 発現に関する報告がなされてはいるものの、
HER2 発現に基づく病理学的診断基準が定まっていない [31]。そのため、
臨床学的悪性度と HER2 発現レベルと関連性はいまだ統一された見解が
得られていない [56 ,  82 ,  91]。しかし、犬乳腺腫瘍における HER2  mRNA
発現量に関して、良性腫瘍には認めず悪性腫瘍においてのみ認めたとい
う報告があることから [2]、犬においても HER2 の発現と悪性的挙動には
関連性があることが考えられている。  
	 トラスツズマブ（ハーセプチン ®）は HER2 過剰発現腫瘍に対する抗
HER2 ヒト化モノクローナル抗体医薬であり、転移性病変を有する乳癌患
者に適応されている [8 ,  17 ,  97 ,  110]。トラスツズマブはそれ自体が細胞増
殖抑制作用をもたらすだけでなく、 NK 細胞など Fc 受容体を有する細胞
 28 
に対して抗体依存性細胞傷害性 (ADCC)を誘導し、 HER2 過剰発現細胞株
に対する細胞傷害性を増加させることが報告されている [16 ,  17 ,  25 ,  61 ,  
98]。マウスを用いた検討では、トラスツズマブがもたらす腫瘍細胞増殖
抑制効果が ADCC に依存していることが示唆されている [22 ,  23]。また、
細胞傷害性細胞を賦活化するサイトカイン投与とトラスツズマブとの併
用による相乗的な腫瘍殺傷効果を指摘している報告もある [16]。  
	 以上のことから、小動物医療において HER2 過剰発現が認められる犬
乳腺腫瘍に対してトラスツズマブが新規のアプローチとなるだけでなく、
細胞傷害性細胞の作用を増強することで免疫細胞療法の補助となること
が期待される。トラスツズマブの犬乳腺腫瘍細胞に対する結合性が報告
されてはいるが [93]、ADCC の誘導性に関しては不明である。よって、本
検討ではその効果を検証するため、犬腫瘍細胞株を用いて ADCC を含む
トラスツズマブの抗腫瘍作用について検証を行った。   
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材料と方法  
 
1 .  細胞株と試薬  
	 犬乳腺腫瘍細胞株 (CHMm, CIPm: 東京大学農学生命研究科獣医外科学
研 究 室 の 中 川 貴 之 先 生 よ り 分 与 )お よ び 犬 甲 状 腺 癌 細 胞 株 (CTAC)は 、
10%FBS、100U/m l ペニシリン、100µg/m l ストレプトマイシン (GIBCO, NY,  
USA)を含む RPMI1640(GIBCO, NY,  USA)を用いて培養の継代を維持した。
トラスツズマブ (Hercept in ® )は中外製薬 (東京 )より購入した。  
 
2 .  HER2  mRNA 発現量の測定  
	 細胞株からの全 RNA 抽出、逆転写反応およびリアルタイム PCR は第 1
章材料と方法の第 5 項と同様にして実施した。本検討で測定された遺伝
子は、HER2 および内部標準遺伝子として GAPDH であり、リアルタイム
PCR に使用したプライマーは表 2 に示した。各サンプルの増幅曲線より
決定された Ct 値を用いて、以下の式により算出した。各細胞株における
HER2  mRNA の発現量は GAPDH  mRNA 発現量に対する相対値として表示
した。  
	 	 	 相対値 = 2 − [ C t  o f  H E R 2  –  C t  o f  G A P D H ]  
 
3 .  トラスツズマブ結合能の測定  
	 細胞株をトラスツズマブもしくは i so type-match  contro l としての human 
IgG(hIgG:  S igma-Aldr ich)と 4°C にて 30 分間反応させた後、さらに FITC
標識ヤギ抗ヒト  IgG 抗体 (Jackson ImmunoReserch  Labora tor ies  Inc ,  West  
Grove ,  Pa ,  USA)と 反 応 さ せ た 。 抗 体 で 染 め ら れ た 細 胞 の デ ー タ 収 集 は
FC500(Beckman coul te r )を用いて行い、解析には Flowjo(TREE STAR)を用
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いた。  
 
4 .  細胞生存率の測定  
	 96 穴平底細胞培養プレートを用いて、細胞株 (2×10 5ce l l /wel l )を 37°C, 
5%CO 2 条件下で一晩培養した。その後、トラスツズマブまたは hIgG を終
濃度１ ,  10 ,  100µg/m l となるように添加し、さらに 48 時間培養した。実
験は t r ip l ica te にて行い、ネガティブコントロールとして抗体試薬の代わ
りに培地を添加した。そして、Cel lTi te r  96 ®  AQ u e o u s  One Solu t ion(Promega,  
Madison ,  WI,  USA)を 20µl /wel l で添加し、 37°C, 5%CO 2 条件下にて１時間
培養後、マイクロプレートリーダーを用いて波長 490nm の吸光度 (OD)を
測定した。抗体試薬添加培養 48 時間後における細胞生存率 (%)は次式を
用いて算出した。  
細胞生存率 (%)  =  100 ×  Exper imenta l  OD /  Contro l  OD 
Exper imenta l  OD:トラスツズマブまたは hIgG が添加されたウェ
ルの OD  
Contro l  OD:  ネガティブコントロールのウェルの OD] 
 
5 .  PBMC の採取および培養  
	 PBMC の採取は第 1 章材料と方法の第 2 項と同様に行った。そして、
活性化 PBMC を作出するため、浮遊細胞のみを回収した後、500U/m l  IL-2、
10%FBS 、 100 U/m l ペ ニ シ リ ン お よ び 100µg/m l ス ト レ プ ト マ イ シ ン
(GIBCO, NY,  USA)を含む ALyS505S(細胞科学研究所、仙台 )を用いて 37°C, 
5%CO 2 にて PBMC の培養を４日間行った。培養終了後、細胞を回収し以
下の試験に供した。  
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6.  細胞傷害性の測定  
	 細胞傷害性の測定は Standard  Lacta te  dehydrogenase  (LDH) re lease  assay
により行った。本測定では、 CHMm, CIPm および CTAC を標的細胞とし
て、また、活性化 PBMC をエフェクター細胞として使用した。 96 穴丸底
細胞培養プレートを用いて、トラスツズマブもしくは hIgG 存在または非
存在下で、エフェクター細胞と標的細胞を E/T=20 にて 6 時間混合培養し
た。実験は t r ip l ica te にて行った。その後、培養上清を回収し、上清中に
含まれる LDH と CytoTox 96 ®  Non-Radioac t ive  Cyto toxic i ty  Assay(Promega,  
Madison ,  WI,  USA)を反応させた後、マイクロプレートリーダーを用いて
波長 490nm の吸光度 (OD)を測定し、エフェクター細胞による細胞傷害性
を算出した。細胞傷害率は以下の計算式により算出した。  
細胞傷害率 (%)  ＝  100  ×  [ (Exper imenta l  re lease  –  ef fec tor  spontaneous  
re lease  –  ta rge t  spontaneous  re lease)  /  ( ta rge t  maximum re lease  –  ta rge t  
spontaneous  re lease)] .  
 
7 .  統計学的解析  
	 腫瘍細胞株 (CHMm: n=6,  CIPm: n=7,  CTAC: n=4)に対する活性化 PBMC
の細胞傷害性に関して、グループ間の統計学的差異は、Student’s  t - tes t を
用いて検定した。危険率 (p  <  0 .05)をもって統計学的に有意差ありと判定
した。   
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結	 果  
 
1 .  HER2  mRNA 発現量  
	 各細胞 株における HER2  mRNA の発現は、犬乳腺腫瘍細胞株である
CHMm および CIPm だけでなく、犬甲状腺癌細胞株である CTAC におい
ても認められた。特に、 CHMm は他の細胞株に比較し高い発現量を示し
た (図 9)。  
 
2 .  細胞株に対するトラスツズマブ結合能  
	 各細胞株に対してトラスツズマブの結合性が認められた。その結合率
(%)として、 CHMm: 68 .9±12.0 ,  CIPm: 1 .6±1.7 ,  CTAC: 28 .5±12.4 を示し、
CHMm における比較的高いトラスツズマブ結合性が認められた (図 10)。  
 
3 .  細胞生存率  
	 各細胞株に対してトラスツズマブを 48 時間作用させることにより、
CHMm および CIPm において、トラスツズマブの濃度依存性に細胞生存
率の減少が認められた。しかし、 CTAC に対してはトラスツズマブ添加
条件においても細胞生存率の減少は認められなかった (図 11)。  
 
4 .  細胞傷害性  
	 CHMm に対する活性化 PBMC の細胞傷害性に関して、トラスツズマブ
存在下において認められた細胞傷害性は、 hIgG 存在下または抗体試薬非
存在下のものに比較し有意に高値を示した (それぞれ p=0.0006,  p=0.025)。
一方で、CIPm に対する細胞傷害性はトラスツズマブ存在下においても増
加しなかった。また、 CTAC に関してはトラスツズマブとの結合能が認
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められたにもかかわらず、トラスツズマブ存在下でも細胞傷害性に変化
は認められなかった (図 12)。各腫瘍細胞株に対してトラスツズマブまた
は hIgG のみ添加した条件下にて 6 時間培養したが、これによる腫瘍細胞
株の生存率の変化は認められなかった (データは示さず )。   
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考	 察  
 
	 トラスツズマブは細胞表面上の HER2 を認識し結合する [16 ,  17]。Singer
らは、いくつかの種類の犬乳腺腫瘍細胞株に対するトラスツズマブの結
合性を報告している [93]。本検討で使用された細胞株のうち、犬乳腺腫瘍
細胞株である CHMm および CIPm はいずれも犬乳腺癌由来の細胞株であ
る [107]。しかし、これら細胞株に対するトラスツズマブの結合性は明ら
か に さ れ て い な か っ た た め 、 本 検 討 で は こ れ ら 細 胞 株 に お け る  HER2  
mRNA 発現およびトラスツズマブとの結合能を評価した。その結果、両
細胞株において HER2  mRNA の発現だけでなく、トラスツズマブとの結
合能を認めることができた。Nakagawa らはウェスタンブロット法を用い
て、これら細胞株における HER2 の発現を検討しており、 CHMm の方が
CIPm に 比 較 し 高 い 発 現 量 を 示 す こ と を 報 告 し て い る [74]。 本 検 討 に て
CHMm が示した HER2  mRNA 発現量およびトラスツズマブ結合能は、
CIPm のものに比較し高い値であった。しかし、本検討の結果のみでは、
犬腫瘍細胞上の HER2 に対するトラスツズマブの特異的結合を確証でき
ない。その一方で、HER2 のアミノ酸配列に関して、トラスツズマブとの
結合に関わる部位が、人と犬の間で非常に高い相同性を示すことが報告
されている [93]。したがって、以上のことを考慮するとトラスツズマブは
ヒト化モノクローナル抗体医薬であるが、犬 HER2 に対して交差反応性
を示すことが推察される。  
	 トラスツズマブは、細胞増殖に関わる HER2 シグナリングの阻害、血
管新生抑制作用、そして HER2 発現レベルの抑制に伴うアポトーシスの
誘導によって、HER2 過剰発現腫瘍細胞の増殖を抑制する [28 ,  48 ,  98]。本
検討の結果でも、トラスツズマブが CHMm および CIPm に対して細胞増
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殖抑制作用をもたらすことが認められた。本検討ではアポトーシスの誘
導性は評価してはいないが、トラスツズマブは CHMm および CIPm に対
して上述した機序を介したアポトーシスを誘導し、細胞増殖を抑制した
と考えられる。また、 Singer らもトラスツズマブによる犬乳腺腫瘍細胞
株に対する増殖抑制効果を報告しているため [93]、本検討の結果はトラス
ツズマブが犬乳腺腫瘍に対して細胞退縮効果をもたらす薬剤として有用
であることを支持するものである。  
	 さらに、トラスツズマブは直接的に HER2 過剰発現腫瘍細胞の増殖を
抑制することに加え、NK 細胞など Fc 受容体を有する細胞に対して ADCC
を誘導し細胞傷害性を増加することが報告されている [17 ,  25]。そこで、
本検討では、 IL-2 により活性化された犬の PBMC を用いて、トラスツズ
マブによる ADCC の誘導性を評価した。その結果、 CHMm に対する活性
化 PBMC の細胞傷害性はトラスツズマブによって有意に増加した。しか
し、CIPm は乳腺腫瘍細胞株であるにもかかわらず、トラスツズマブを用
いても細胞傷害性の変化は認められなかった。この結果は、両細胞株間
における HER2  mRNA 発現量およびトラスツズマブ結合能の程度の違い
に起因するものと思われる。人癌細胞株を用いた検討において、腫瘍細
胞表面上の HER2 発現レベルとトラスツズマブによる ADCC の誘導性に
は正の相関性があることが報告されている [57 ,  70]。したがって、 CIPm
に関しては ADCC を誘導するために必要なトラスツズマブとの結合能が
得られなかったために、細胞傷害性の増加が起こらなかったと考えられ
る。以上から、トラスツズマブは犬乳腺腫瘍細胞に対して ADCC を誘導
することが可能であり、その効果は腫瘍細胞表面上の HER2 発現レベル
に依存すると考えられた。  
	 トラスツズマブによる ADCC は人乳癌細胞株に限らず、胃癌 [57]、食
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道癌 [70]、子宮癌 [88]、肺癌、前立腺癌そして卵巣癌 [1]など様々な癌腫の
細胞株に対しても誘導されることが報告されている。しかし本検討では、
犬甲状腺癌細胞株である CTAC において HER2 mRNA 発現およびトラス
ツズマブの結合能が認められたにもかかわらず、 CTAC に対するトラス
ツズマブの細胞増殖抑制効果および ADCC の誘導性は認められなかった。
第 4 章でも述べるが、腫瘍細胞には正常細胞と異なり、 NKG2D などの
NK 活性化受容体に対するリガンド分子が発現しており、細胞傷害性の発
動は NK 活性化受容体とリガンド分子の相互作用に依存することが報告
されている [80]。したがって、本検討で認められた CTAC に対する活性化
PBMC の細胞傷害性は、 CHMm および CIPm に対するものと異なり、こ
の相互作用に大きく依存しているものと思われ、トラスツズマブ介在性
ADCC は誘導されている可能性はあるものの相対的に低いレベルであっ
たことが考えられる。  
	 HER2 陽性の犬乳腺腫瘍に対するトラスツズマブの細胞増殖抑制効果
として、単独でもその効果は得られるが、活性化 PBMC を用いる免疫細
胞療法と併用することで更なる増殖抑制効果をもたらすことが本検討の
結果より推察された。しかし、トラスツズマブを獣医学領域へ適応する
ためには解決すべき問題点がある。トラスツズマブは抗マウス HER2 モ
ノクローナル抗体 (4D5)を「ヒト化」した抗体医薬 ( rh4D5)であり、この工
程 に よ っ て 人 の HER2 に 対 す る 親 和 性 お よ び 人 乳 癌 細 胞 株 に 対 す る
ADCC の誘導性が改善された [17]。本検討において、確かにトラスツズマ
ブの犬腫瘍細胞株に対する交差反応性および ADCC が認められた。しか
し、トラスツズマブの犬 HER2 に対する親和性の向上に加え、犬への投
与を考慮した場合、「イヌ化」抗体の開発が必要になるものと思われる [93]。
「イヌ化」トラスツズマブの使用により、従来のトラスツズマブよりも
 37 
更に高い ADCC の誘導だけでなく、CIPm など HER2 発現レベルが比較的
低い細胞に対しても ADCC による細胞殺傷効果が発揮されることが期待
される。  
	 以上のことから本検討では、トラスツズマブが犬乳腺腫瘍細胞に対し
結合能を示すだけでなく、 ADCC を誘導することが認められた。したが
って、トラスツズマブは犬乳腺腫瘍に対する新たなアプローチとなる可
能性が十分に考えられた。しかし、その効果を確証するためには更なる
種類の乳腺腫瘍細胞株を用いた検討が必要である。   
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小	 括  
 
	 トラスツズマブ (ハーセプチン ® )は医学領域にて HER2 陽性乳癌患者に
対する治療薬として使用されている抗 HER2 モノクローナル抗体医薬で
ある。本章では、犬乳腺腫瘍細胞株である CHMm および CIPm、そして
犬甲状腺癌細胞株の CTAC に対するトラスツズマブの抗腫瘍作用を検証
した。その結果、各細胞株において犬の HER2  mRNA 発現およびトラス
ツズマブとの結合能が認められ、特に CHMm は他の細胞株に比較し高値
を示した。また、トラスツズマブは CHMm および CIPm の細胞増殖を抑
制することが認められた。さらに、活性化した PBMC を用いてトラスツ
ズマブによる細胞傷害性の増強、つまり抗体依存性細胞傷害性 (ADCC)の
誘導を評価したところ、 CHMm に対して ADCC を誘導することが認めら
れた。しかしながら、 CTAC に対してはトラスツズマブとの結合能が認
められたにもかかわらず ADCC の誘導性は認められなかった。  
	 以上のことから、トラスツズマブは HER2 を発現する犬乳腺腫瘍細胞
に対して細胞増殖抑制作用に加えて ADCC を誘導することが明らかとな
り、その効果は腫瘍細胞とトラスツズマブの結合能に依存することが推
察された。   
 39 
第 4 章  ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤による PBMC の細胞傷害性の変
化  
 
序	 論  
	  
	 腫瘍の発生には遺伝子変異に加え、エピジェネティックな変異が関与
しているとされる。エピジェネティックな変化とは、 DNA 塩基配列の変
化を伴わずにクロマチンの構造が変化することによって遺伝子発現の状
態に変化が起こることを指す。腫瘍におけるエピジェネティックな変化
の一つとして、ヒストンのアセチル化と脱アセチル化のバランス異常が
挙げられ、これにより癌抑制遺伝子の転写が抑制されていることが報告
されている [49 ,  50]。  
	 ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤 (His ton  deacety lase  inh ib i tor :  HDACi)
は、近年になって抗腫瘍薬としての有用性が見出されてきたエピジェネ
ティック薬の一つである。腫瘍におけるヒストンの脱アセチル化の阻害
作用はクロマチンの過アセチル化状態を誘導し、細胞周期の停止、分化、
アポトーシス誘導、そして血管新生抑制をもたらすとされる [50 ,  54]。こ
の作用は腫瘍細胞に限局され、非悪性の細胞は影響を受けないとされて
いる [49]。医学領域において様々な種類の HDACi による抗腫瘍作用が検
討されている。その内、 Valpro ic  ac id(VPA)は抗てんかん薬として長年使
用されてきたが、近年になって腫瘍細胞に対する増殖抑制作用およびア
ポ ト ー シ ス 誘 導 作 用 を も た ら す こ と が 明 ら か と な っ た [12] 。 ま た 、
Suberoylani l ide  hydroxamic  ac id(SAHA)は VPA に比較し幅広いクラスの
HDAC に作用することができる HDACi として知られている [111]。さらに、
HDACi は NKG2D リガンドなどの遺伝子の転写調節にも関与しているこ
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とが報告されている [5]。  
	 NKG2D は、 C 型レクチン様の I I 型膜貫通タンパク質であり、 NK 細胞
だけでなく CD8 +T 細胞および γδT 細胞など細胞傷害性細胞に発現が認め
られている [9 ,  115]。特に NKG2D を介した細胞傷害性機構はこれら細胞
傷害性細胞の機能に大きく関与しているとされ、標的細胞上の NKG2D リ
ガンドと相互作用によって細胞傷害活性化シグナルが伝達される [80]。人
の NKG2D リガンドは MHC class  I  cha in-re la ted  molecule(MIC)A/B および
UL16-binding  pro te ins(ULBPs)ファミリーに代表され [27 ,  64 ,  103]、主に悪
性腫瘍に発現しており、非腫瘍性の細胞における発現は通常認められな
いことが報告されている [32]。  
	 医学領域において、 HDACi が腫瘍細胞上の NKG2D リガンドの発現誘
導を介して NK 細胞の細胞傷害性に対する感受性を増加させることが報
告されている [5 ,  66 ,  67 ,  89]。 HDACi によるこの作用は抗腫瘍免疫の向上
に 高 い 有 効 性 を 示 す も の と 考 え ら れ る 。 し か し な が ら 、 犬 に お い て 、
HDACi による細胞傷害性増強作用に関しては明らかにされていない。し
たがって、本検討では幾つかの種類の犬腫瘍細胞株を用いて、NKG2D リ
ガンドの発現および PBMC の細胞傷害性に対して HDACi が与える影響を
検証した。   
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材料と方法  
 
1 .  HDACi が腫瘍細胞株に与える影響に関する検討  
 
1 .1 .  細胞株と試薬  
	 本検討に使用した細胞株は、CTAC, CIPm そして犬口腔内悪性黒色腫細
胞株の MCM-N1(DS ファーマバイオメディカル、大阪 )であり、これら細
胞はいずれも 10%FBS、100U/m l ペニシリン、100µg/m l ストレプトマイシ
ン (GIBCO, NY,  USA)を含む RPMI1640(GIBCO, NY,  USA)を用いて培養を
維 持 し た 。 ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 阻 害 剤 (HDACi)と し て 、 Valpro ic  
ac id  sodium sa l t (VPA: LKT Labora tor ies ,  Inc) お よ び Suberoyl ian i l ide  
hydroxamic  ac id(SAHA: CAYMAN CHEMICAL)を使用した。  
 
1 .2 .  細胞生存率の測定  
	 細胞生存率の測定は第 3 章材料と方法の第 4 項と同様にして行った。
本検討では、細胞株を VPA(終濃度 0.5-10  mM)または SAHA(終濃度 0.5-10  
µM)添加もしく無添加条件下にて 48 時間培養した。実験は t r ip l ica te にて
行い、 Contro l として HDACi 試薬の代わりに PBS を添加した。  
 
1 .3 .  ULBP1 mRNA 発現量の測定  
	 細胞株からの全 RNA 抽出、逆転写反応およびリアルタイム PCR は第
１章材料と方法の第５項と同様に行った。本検討で測定された遺伝子は、
ULBP1 および内部標準遺伝子である GAPDH であり、リアルタイム PCR
に使用したプライマーは表 3 に示した。各サンプルの増幅曲線より決定
された Ct 値を用いて、以下の式により算出した。各細胞株における ULBP1
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の mRNA 発現量は GAPDH  mRNA 発現量に対する相対値として表示した。 
	 	 	 	 相対値 = 2 - [ C t  o f  U L B P 1  –  C t  o f  G A P D H ]  
 
1 .4 .  PBMC の採取および培養  
	 PBMC の採取および培養は第 3 章材料と方法の第 5 項と同様にして行
った。  
 
1 .5 .  細胞傷害性の測定  
	 細 胞 傷 害 性 の 測 定 は 第 3 章 材 料 と 方 法 の 第 6 項 と 同 様 に Standard  
Lacta te  dehydrogenase(LDH) re lease  assay により行った。本検討では、
CTAC, CIPm そして MCM-N１を VPA(1mM)または SAHA(1µM)添加もしく
は無添加 (Contro l )条件下で 48 時間培養した後、細胞を回収、洗浄し標的
細胞として用いた。また、上記 1.4 の方法により得た細胞をエフェクタ
ー細胞として使用した。  
 
1 .6 .  統計学的解析  
	 HDACi 試 薬 添 加 培 養 ま た は 無 添 加 培 養 さ れ た 細 胞 株 に 対 す る 活 性 化
PBMC の細胞傷害性の差を Student’s  t - tes t を用いて検定した。危険率  (p  
<0 .05)をもって統計学的に有意差ありと判定した。  
 
 
2 .  HDACi が活性化 PBMC に与える影響に関する検討  
 
2 .1 .  PBMC の採取および培養  
	 上述の 1.4 の方法と同様にして PBMC を採取した。その後、浮遊細胞
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を回収し 500U/m l  IL-2 を含む ALyS505S を用いて 48 時間の活性化培養を
行 っ た 後 、 さ ら に VPA(1mM) も し く は SAHA(1µM) 添 加 ま た は 無 添 加
(Contro l )条件下にて 48 時間培養した。  
 
2 .2 .  細胞傷害性の測定  
	 細 胞 傷 害 性 の 測 定 は 第 3 章 材 料 と 方 法 の 第 6 項 と 同 様 に Standard  
Lacta te  dehydrogenase(LDH) re lease  assay により行った。VPA(1mM)または
SAHA(1µM)添加条件下にて 48 時間培養された CTAC を標的細胞として、
また、上述の 2.1 .の方法により得た細胞をエフェクター細胞として使用
した。  
 
2 .3 .  NK 活性化受容体の mRNA 発現量の測定  
	 上述の 2.1 .の方法により得た細胞からの全 RNA 抽出、逆転写反応、そ
してリアルタイム PCR は第１章材料と方法第５項と同様に行った。この
実 験 で 測 定 さ れ た 遺 伝 子 は NK 活 性 化 受 容 体 で あ る NKG2D, NKp46,  
NKp44 そして NKp30 であり、使用したプライマーは表 1 に示した通りで
ある。本測定では内部標準遺伝子として β -ac t in を使用した。  
 
2 .4 .  統計学的解析  
	 HDACi 添加培養または無添加 (Contro l )培養された活性化 PBMC におけ
る細胞傷害性および NK 活性化受容体発現量の差を Student’s  t - tes t を用い
て検定した。危険率  (p  <0 .05)をもって統計学的に有意差ありと判定した。  
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結	 果  
 
1 .  HDACi が腫瘍細胞株に与える影響に関する検討  
 
1 .1 .  細胞生存率  
	 VPA がもたらす腫瘍細胞株の細胞生存率への影響として、CIPm に対し
てのみ VPA 濃度依存性な増殖抑制が認められた (図 13)。一方、 SAHA が
もたらす影響として、 CIPm および MCM-N1 に対しては SAHA 濃度依存
性な細胞増殖抑制が認められたが、CTAC においては 10µM SAHA を添加
した条件においてのみ増殖抑制作用が認められた (図 14)。  
 
1 .2 .  ULBP1  mRNA 発現量  
	 図 15,  16 に示しているように、VPA または SAHA を用いて細胞株を 48
時間培養することにより、 ULBP1  mRNA 発現量は無添加 (Contro l )培養さ
れた細胞株に比較し増加した。しかし、細胞株を 10mM VPA または 10µM 
SAHA を用いて培養した場合、 MCM-N1 を除き、 ULBP1  mRNA 発現量は
無添加培養に比較するとむしろ減少する傾向にあった。  
 
1 .3 .  細胞傷害性  
	 図 17 より、 VPA を用いて培養された細胞株に対する活性化 PBMC の
細胞傷害性は、 VPA 無添加 (Contro l )で培養された細胞株に対するものに
比較し有意に増加することが認められた (CTAC: p=0.04 ,  CIPm: p=0.015,  
MCM-N1:  p=0.02)。また、同様に SAHA を用いて細胞傷害性への影響を測
定したところ、図 18 に示すように、 SAHA によって CTAC および CIPm
に対する細胞傷害性は増加したが (それぞれ p=0.008,  p=0.003)、 MCM-N1
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においてはむしろ減少することが認められた (p=0.019)。  
 
 
2 .  HDACi が活性化 PBMC に与える影響に関する検討  
 
2 .1 .  細胞傷害性  
	 PBMC に対する IL-2 を用いた活性化培養後、 HDACi を用いて更に 48
時間培養したところ、図 19 に示すように、その PBMC は細胞株に対して
細 胞 傷 害 性 は 示 す も の の 、 そ の 程 度 は 、 IL-2 の み 用 い て 培 養 さ れ た
PBMC(Contro l )に比較すると有意な低値が示された (VPA: p=0.017,  SAHA: 
p=0.009)。  
 
2 .2 .  NK 活性化受容体の mRNA 発現量  
	 PBMC に対する IL-2 を用いた活性化培養後、VPA または SAHA を用い
て更に 48 時間培養したが、その PBMC における NK 活性化受容体 (NKG2D, 
NKp46,  NKp44,  NKp30)の mRNA 発現量は、 IL-2 のみ用いて培養された
PBM C(Cont ro l )のものと比較しても有意な差は検出できなかった (図 20)。  
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考	 察  
 
	 本検討では、はじめに犬腫瘍細胞株に対する HDACi の細胞増殖抑制作
用を検証した。その結果、犬乳腺腫瘍細胞株である CIPm は VPA または
SAHA によって細胞増殖が抑制された。医学領域において、 VPA または
SAHA による乳癌細胞株への増殖抑制作用が in  v i t ro および in  v ivo におい
て認められている [36 ,  76]。また、転移性病変の形成抑制および放射線療
法との併用による生存期間改善効果も報告されていることから、乳癌患
者に対する有用性が指摘されている [20 ,  81]。犬乳腺腫瘍においても転移
性病変を形成することが少なくないため、これらの薬剤が病変形成の抑
制に有効である可能性が考えられる。一方で、犬口腔内悪性黒色腫細胞
である MCM-N１の細胞増殖は SAHA により抑制されたが、 VPA による
同効果は認められなかった。医学領域にて報告されている VPA もしくは
SAHA の黒色腫に対する抗腫瘍作用に関して、細胞株を用いた in  v i t ro の
検討では細胞増殖抑制効果が認められてはいるが [33]、黒色腫患者への
VPA もしくは SAHA の投与が病態安定期間に与える効果に関しては議論
が続いている [69 ,  84]。一方で、犬骨肉腫細胞株に対する VPA の効果を評
価した検討では、 VPA 単独では増殖抑制作用を認めない代わりにドキソ
ルビシンの効果に相乗作用を与えることを報告している [113]。この原因
として、腫瘍細胞におけるクロマチン構造が VPA によって弛緩され、DNA
を標的とするドキソルビシンが作用しやすい状態に変化したことが考え
られている。したがって、犬の黒色腫に対する従来の化学療法に VPA を
併用することで更なる奏功率が得られるのかもしれない。  
	 VPA に感作された細胞株が、細胞傷害性細胞に感受性を示すようにな
ることが神経芽細胞腫細胞を用いた検討により初めて報告された [21]。そ
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してその後、 VPA および SAHA が肝癌細胞、骨髄腫細胞および膵癌細胞
を含む様々な癌細胞株に対して同様な効果をもたらすことが報告された
[5 ,  52 ,  92 ,  94]。本検討においても同様に、犬腫瘍細胞株を VPA もしくは
SAHA を 用 い た 前 培 養 を 行 っ た と こ ろ 、 こ れ ら 細 胞 株 に 対 す る 活 性 化
PBMC の細胞傷害性が増加することが認められた。細胞傷害性の発動に
おいて、細胞傷害性細胞上の NKG2D と腫瘍細胞上の NKG2D リガンド間
の相互作用が細胞傷害性の発動に重要である [80]。そのため、 HDACi が
NKG2D リガンドの発現を誘導することでこの相互作用を増強し、細胞傷
害性が増強されると考えられている [5]。また、急性骨髄性白血病患者を
対 象 に し た in  v ivo の 検 討 に お い て も 、 VPA 投 与 に 伴 い 腫 瘍 細 胞 上 の
NKG2D リガンドの発現が増加することが認められている [78]。したがっ
て、犬の活性化 PBMC および腫瘍細胞間の相互作用も HDACi により増強
されるものと思われる。また、NKG2D リガンドは主に悪性腫瘍に過剰発
現が認められている一方で、膵癌細胞株などその発現が低い癌細胞株も
報告されている [92]。その点において、HDACi による NKG2D リガンドの
発現誘導作用は、細胞傷害性細胞に抵抗性を示す癌腫に対して有効なア
プローチとなると推察される。  
	 人において様々な種類の NKG2D リガンドの同定や機能解析が進めら
れているが [27 ,  64 ,  103]、腫瘍細胞における詳しい発現調節機構は明らか
にされていない [39 ,  42]。その一方で、犬の NKG2D リガンドに関しては
い ま だ 報 告 が な い た め 、 本 検 討 で は HDACi が 犬 腫 瘍 細 胞 株 に お け る
NKG2D リガンドの発現へもたらす影響を mRNA レベルにて検証した。そ
の結果、 NKG2D リガンドの一つとして知られている ULBP1 の mRNA 発
現量が HDACi によって増加することが認められた。この ULBP1  mRNA
発現レベルが機能的タンパク質としての発現レベルと関連性を示すかど
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うかは本検討では明らかにはできなかった。しかし、人で報告されてい
るように [5 ,  89]、本検討にて認められた腫瘍細胞における ULBP1 の発現
増加が活性化 PBMC の細胞傷害性増加に加担している可能性が考えられ
る。  
	 また、細胞株を高濃度の VPA (10mM)および SAHA (10µM)を用いて培
養することによって、MCM-N１を除き、ULBP1  mRNA の発現は抑制され
る傾向にあった。 HDACi はクロマチンのリモデリングを介してアポトー
シスを誘導する [50]。したがって、 CTAC または CIPm においては、高濃
度の VPA および SAHA に細胞株が暴露されることによって、十分なアポ
トーシスが誘導され、細胞上にて NKG2D リガンドを含む様々な分子が発
現を維持することが困難になるものと思われる。  
	 CTAC または CIPm の場合と異なり、SAHA に感作された MCM-N1 にお
いて、細胞増殖抑制効果および ULBP1 の mRNA 発現増加が認められた
にもかかわらず、活性化 PBMC の細胞傷害性に対してむしろ抵抗性を示
す こ と が 認 め ら れ た 。 黒 色 腫 細 胞 株 に 対 す る 免 疫 細 胞 の 細 胞 傷 害 性 が
HDACi により受ける影響は人においても報告がないため、この機序を説
明することは困難である。しかしこの結果は、必ずしも全ての HDACi が
同じ腫瘍細胞株に対して、細胞傷害性細胞への感受性を増加させるわけ
ではないことを示すものと思われる。したがって、活性化 PBMC を用い
る免疫細胞療法と HDACi の併用によって十分な抗腫瘍効果を得るために
は、標的とする腫瘍の種類に応じて HDACi の選択が必要と考えられる。 
	 担癌動物への HDACi 投与を考慮した場合、腫瘍細胞以外の細胞に与え
る影響を理解することも重要である。 HDACi は正常細胞に対する毒性は
低いとされているが [49]、人の NK 細胞を用いた in  v i t ro の検討において、
HDACi は NK 活性化受容体の発現抑制を介して細胞傷害性を抑制するこ
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とが報告されている [75 ,  85]。犬における同様な挙動を検証するため、犬
腫瘍細胞株だけでなく活性化 PBMC に対しても VPA もしくは SAHA を用
いた前培養を行った。その結果、これら HDACi が活性化 PBMC の細胞傷
害性を顕著に抑制することが認められた。しかし、 PBMC における NK
活性化受容体 (NKG2D, NKp46,  NKp44,  NKp30)の mRNA 発現量に関しては、
いずれの分子においても発現量の有意な変化は認められなかった。この
原因は明らかにできなかったが、実際に HDACi によって直接的に PBMC
の細胞傷害性が抑制されたことから、活性化 PBMC の細胞表面上におけ
る NK 活性化受容体の発現は HDACi によって減少している可能性が考え
られ、 mRNA レベルとは異なる発現を示していると思われる。  
	 HDACi の長期投与による PBMC の細胞傷害性への影響は明らかにされ
てはいないが、本検討の結果から in  v ivo においても HDACi は細胞傷害
性 細 胞 の 機 能 を 抑 制 す る こ と が 推 察 さ れ る 。 し か し 、 こ の 抑 制 作 用 は
HDACi の投与量の検討および活性化 PBMC の養子移入によって解決でき
る可能性が考えられる。したがって、犬の抗腫瘍治療における HDACi の
適応に向けて、 in  v ivo レベルにて抗腫瘍効果だけでなく免疫細胞に与え
る影響を最小限することも併せた検討が必要と思われる。  
	 以 上 の こ と か ら 本 検 討 よ り 、 HDACi は 腫 瘍 細 胞 株 に お け る 活 性 化
PBMC の細胞傷害性に対する感受性を増加させたため、 HDACi が犬の抗
腫瘍免疫の増強に有用であると思われた。しかしその一方で、 HDACi は
PBMC に対する直接的な機能抑制作用をもつことも明らかとなった。   
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 本章では、ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤 (HDACi)である Valpro ic  
ac id  (VPA)または Suberoylani l ide  hydroxamic  ac id(SAHA)によって、犬腫
瘍細胞株  (CTAC, CIPm,  MCM-N1)に対する PBMC の細胞傷害性が受ける
影響を評価した。 VPA もしくは SAHA を用いて前培養された細胞株にお
いては、無添加培養されたものに比較し、 PBMC の細胞傷害性に対する
感受性が増加することが認められ、また、NKG2D リガンドの一つである
ULBP1 の mRNA 発現量も増加することが示された。PBMC の細胞傷害性
の発動には、細胞傷害性細胞上の NKG2D および腫瘍細胞上の NKG2D リ
ガンド間の相互作用が重要である。したがって、 VPA または SAHA が細
胞株における ULBP1 の発現を誘導した結果、PBMC の細胞傷害性を賦活
化したと考えられる。しかしながら、原因は不明だが SAHA を用いて前
培養された MCM-N1 は細胞傷害性に対してむしろ抵抗性を示すようにな
った。  
	 さらに本検討では、HDACi が PBMC の細胞傷害性自体に与える影響を
調べるため、PBMC を VPA もしくは SAHA 存在下で培養した。その結果、
これら HDACi により PBMC の細胞傷害性は抑制された。  
	 以上のことから、HDACi は犬腫瘍細胞における PBMC の細胞傷害性に
対する感受性を増加させる作用を持つ一方で、 PBMC に対して直接的に
細胞傷害性を抑制する作用も有することも明らかとなった。   
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 本研究では、腫瘍性疾患に関連するものとして、 PBMC の細胞傷害性
に影響を及ぼすと思われるいくつかの因子について検討を行った。  
	 第 1 章では、腫瘍性疾患の罹患性への関与が予想された加齢と PBMC
の細胞傷害性の関連性を検証した。その結果、高齢犬のもつ PBMC の細
胞傷害性は若齢犬と比較しても同等なレベルが示された。したがって、
PBMC の細胞傷害性は加齢によらず維持されることから、腫瘍性疾患の
罹患性と PBMC の細胞傷害性には直接的な関連性は低いことが推察され
た。  
	 第 2 章では、抗腫瘍治療においても汎用性が高い免疫抑制剤であるプ
レドニゾロンが PBMC の細胞傷害性に与える影響を in  v i t ro および in  v ivo
の両面より検討を行った。その結果、 in  v i t ro における検討より、プレド
ニゾロンは PBMC における NK 関連分子の発現抑制を介して細胞傷害性
を抑制することが示唆された。続いて、抗腫瘍薬用量としてプレドニゾ
ロン 2mg/kg をビーグル犬に２週間連日投与したところ、 in  v i t ro におけ
る検討と同様、NK 関連分子の発現抑制に伴い PBMC の細胞傷害性が抑制
される傾向を認めた。しかし、抑制された細胞傷害性はプレドニゾロン
投与中止に伴い回復傾向にあった。以上のことから、プレドニゾロンは
NK 関連分子の発現抑制を介して PBMC の細胞傷害性を抑制するが、その
効果は投与中止により速やかに消失するものと考えられた。  
	 第 3 章では、犬乳腺腫瘍細胞株 (CHMm, CIPm)および犬甲状腺癌細胞株
(CTAC)における HER2  mRNA 発現および抗 HER2 ヒト化モノクローナル
抗体医薬であるトラスツズマブ (ハーセプチン ® )との結合能を認めた。特
に乳腺腫瘍細胞株に関して、 CHMm が CIPm に比較しこれらが高値を示
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した。そして、 PBMC を用いてトラスツズマブによる抗体依存性細胞傷
害性 (ADCC)を検証したところ、トラスツズマブが結合した CHMm に対し
て細胞傷害性が増加することが認められた。しかし、CIPm および CTAC
においては同様な作用は認められなかった。以上のことから、トラスツ
ズマブは犬腫瘍細胞株に対して交差反応性を示すだけでなく ADCC を誘
導し得ることが明らかとなった。そして、その効果は犬乳腺腫瘍細胞株
における HER2 発現レベルに依存することが考えられた。  
	 第 4 章では、犬腫瘍細胞株がヒストン脱アセチル化酵素阻害剤 (HDACi)
によって PBMC による細胞傷害性に対し感受性が増加することが示され、
それが NKG2D リガンド (本検討ではその一つである ULBP1 を測定 )の発
現増加に起因していることが考えられた。そのため、抗腫瘍免疫におけ
る HDACi の有効性が期待された。しかしその一方で、 HDACi が PBMC
に与える影響として細胞傷害性を抑制することが認められた。よって、
HDACi の臨床応用に先立ち、HDACi が PBMC の細胞傷害性に与える影響
を最小限にするための検討が今後必要である。  
 
	 以上より、本研究の結果は、腫瘍性疾患に関連するいくつかの因子と
PBMC の細胞傷害性との関連性だけでなく、 PBMC を用いた免疫細胞療
法の効果増強に有効な補助薬剤に関して、有益な情報を提供するものと
思われる。   
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Genes  Sequence (5'→3') Product size Source  
NKG2D 
Forward GTTATTGTGGTCCGTGTCCTAA 222bp Shin et al [90]. 
Reverse ACTGCCAGGATCCATTTGTTGG 
NKp46 
Forward CCAGCAGAGCCCAAAACAAC 234bp NM_001284448.1 
Reverse AGACGGCAAGAGAAGGTCAC 
NKp44 
Forward CCAAAGGAAGGGCTGGTGTA 209bp XM_005627315.1 
Reverse CAGAGTTGCTGGAAGCATGG 
NKp30 
Forward CTTCTTGCCGTGTTCCTTCAA 236bp Shin et al [90]. 
Reverse CCAGAACCTCCACTCTGCACA 
Perforin 
Forward GTACGTGATGGACAGAGCCC 207bp NM_001197182.1 
Reverse GTGGCCGTGAAGTAGTCTCC 
GranzymeB 
Forward AGCAGGCAGATCAAGTGTGG 252bp XM_547752.4 
Reverse GAGAGTCTTCACAGCCGCAG 
β-actin 
Forward GATATCGCTGCGCTTGTGG 272bp NM_001195845.2 
Reverse AGCTCGTTGTAGAAGGTGTGG 
1. 
PCR		
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Genes  Sequence (5'→3') Product size Source  
HER2 
Forward GACACCTTCGAATCCATGCC 
267bp EU239091.1 
Reverse GGCAAACTCCTGGATGTTCG 
GAPDH 
Forward GATGGGCGTGAACCATGAG 
131bp DQ403060.1 
Reverse TCATGAGGCCCTCCACGAT 
2. 
PCR		
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Genes  Sequence (5'→3') Product size Source  
ULBP1 
Forward GTGGACAGTGCTTCAACCTG 248bp XM_014112758.1 
Reverse TGGCACAGTAGAGGAACAGG 
GAPDH 
Forward GATGGGCGTGAACCATGAG 
131bp DQ403060.1 
Reverse TCATGAGGCCCTCCACGAT 
3. 
PCR		
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